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棉铃 虫 转录 因子 c-Myc 基因 在 滞 育 和 非 滞 育 晴 
脑 中 的 表达 分 析 及 多 克隆 抗体 制备 
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摘要 : 【目的 ]c-Myc 是 近年 来 研究 较 多 的 转录 因子 ,也 是 受 Wnt/B-catenin 信号 通路 调节 的 重要 靶 标 。 本 研究 旨 在 
克隆 棉铃 虫 Helicoverpa armigera c-Myc 基因 ,从 核酸 水 平 初步 调查 c-myc 在 灌 育 和 非 滞 育 肾 脑 中 的 表达 情况 ,同时 
制备 其 蛋白 的 多 克隆 抗体 。[【 方 法 】 通 过 RACE 方法 克隆 棉铃 忠 c-myc 基因 的 cDNA ,运用 RT-PCR 方法 比较 滞 育 和 
非 滞 育 师 脑 中 Har-c-mye 基因 的 表达 情况 。 根 据 获取 的 序列 构建 原核 表达 载体 ,在 大 肠 杆菌 Kscherichia coli 中 进行 
表达 ,纯化 后 免疫 新 西 兰 兔 ,制备 了 多 克隆 抗体 。【 结果】 克隆 了 棉铃 虫 c-myc 基因 ,核酸 水 平 的 研究 表明 沿 育 晴 脑 
中 c-myc 表达 水 平 明显 低 于 非 滞 育 肾 脑 。 成功 地 在 大 肠 杆菌 中 表达 了 c-Myc 部 分 肽 段 并 通过 镍 柱 纯化 获得 了 较 纯 
的 重组 蛋白 。 制 备 的 c-Myc 抗体 效 价 达到 了 1: 125 000。[【 结论] 沾 育 肾 脑 中 Har-c-mye 的 表达 下 调 。 获 得 了 抗 棉 
铃 虫 c-Myc 的 多 克隆 抗体 。 本 研究 的 成 果 为 后 续 进 一 步 深 入 研究 棉铃 虫 Wnt/B-catenin 信号 通路 在 棉铃 虫 发 育 中 
的 作用 奠定 了 基础 。 
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Abstract: [Aim)] c-Myc is an intensively studied transcription factor and also an important downstream 
target of Wnt/B-catenin signaling pathway. The objective of this research was to clone the c-myc cDNA 
from Helicoverpa armigera, to investigate the expression of Har-c-myc in mRNA level, and to prepare 
polyclonal antibody against Har-c-Myc. [Methods) Har-c-myc was cloned by RACE. The mRNA levels 
of Har-c-myc in the brain of non-diapause and diapause pupae were investigated by RT-PCR. Prokaryotic 
expression vector of Har-c-myc was constructed and the recombinant protein was expressed in Escherichia 
coli. The purified recombinant protein was injected into a New Zealand rabbit to generate polyclonal 
antibody. The antibody titer was determined by ELISA. [ Results 】 Har-c-myc cDNA was cloned 
successfully from H. armigera. The mRNA levels of Har-c-Myc were significantly lower in the brain of 
diapause pupae than in the brain of non-diapause pupae. Recombinant Har-c-Myc was successfully 
expressed in E. coli and purified by Ni-NTA agarose column. The titer of the antibody against Har-c-Myc 
was estimated by ELISA as high as 1: 125 000. [ Conclusion 】The expression of Har-c-myc is down- 
regulated in the brain of diapause pupae. Antibody against Har-c-Myc was obtained. This study lays a 


foundation for further investigating the function of Wnt/B-catenin in the diapause of H. armigera. 
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myc 基因 是 一 类 较 早 发 现 的 与 肿瘤 细胞 增殖 相 
关 的 冶 基因, 包括 c-myc, n-myc 和 /-myc。 其 中 c- 
myc 是 目前 研究 最 为 热门 的 原 瘤 基因 之 一 。c-Myc 
是 一 个 多 功能 的 转录 因子 , 它 与 其 同 源 的 转录 因子 
Max 形成 异 源 二 聚 体 , 与 靶 标 基因 启动 子 上 的 E-box 
结合 ,进而 调节 训 标 基因 的 表达 ( Benassi et al.， 
2006 ) 。 

作为 转录 因子 ,c-Myc 自身 的 表达 受 多 个 信和 号 
转 导 通路 的 调节 ,如 Wnt/B-catenin，Notch 和 上 CF 
信和 号 通路 等 (Ran ef al.,，1986; Logan and Nusse， 
2004; Palomero et al/.，2006 ) 。 众 所 周知 , Wnt/B- 
catenin 是 进化 上 非常 保守 的 、 与 发 育 相 关 的 信号 通 
路 , 它 在 胚胎 发 育 过 程 中 的 细胞 命运 决定 、 细 胞 增 
殖 、 细 胞 极 性 、 组 织 稳 态 以 及 疾病 的 发 生 等 方面 都 起 
着 重要 的 作用 ( MacDonald et al, 2009; Clevers and 
Nusse, 2012 ) 。 在 Wnt/B-catenin 信和 号 通路 中 ,上 游 
因子 Wntl 配 体 可 以 与 相应 的 配 体 结合 ,进而 促使 
B-catenin 在 细胞 质 中 累积 后 进入 细胞 核 并 与 转录 
因子 TCFALEF 结合 ,最 终 激 活 下 游 鞭 标 基 因 的 转 
录 。c-Myc 便 是 其 中 重要 的 靶 标 基因 之 一 。 









































克隆 抗体 ,并 初步 调查 了 c-Myc 蛋白 在 灌 育 和 非 清 育 
晴 脑 中 的 表达 差异 ,为 深入 研究 Wnt/B-catenin 信号 
通路 在 棉铃 虫 滞 育 中 的 作用 黄 定 了 基础 。 




















1 材料 和 方法 


1.1 实验 昆虫 

棉铃 虫 为 本 课题 组 所 饲养 , 原 产 河南 省 。1 -3 
龄 幼虫 在 25Y 条 件 下 培养 , 光照 条 件 设 定 为 
14L: 10D。3 龄 末期 后 , 沾 育 型 槐 铃 虫 转移 到 20Y 
恒温 培养 箱 ,光照 条 件 为 10L: 14D。 非 滞 育 型 棉铃 























虫 也 转移 至 20Y 恒温 培养 箱 , 光照 条 件 则 设 定 为 
10L: 14D。 


1.2 菌株 载体、 细胞 和 试剂 

大 肠 杆 菌 Escherichia coli DH5o 及 BL21 
(DE3 )、 原 核 表 达 载 体 pET32a、 美 洲 棉铃 虫 
Helioverpa zea 的 卵巢 细胞 HzAml 均 为 本 实验 室 保 
存 ;RACE 试剂 盒 购 自 Clontech 公司 ; pMD18-T 载 
体 、Taq DNA 聚合 酶 .DNA 连接 试剂 盒 及 限制 性 核 
酸 内 切 酶 购 自 TaKaRa 公司 ;质粒 DNA 小 量 提取 试 














棉铃 虫 Helicoverpa armigera 是 一 种 危害 严重 的 
农业 害虫 ,每 年 给 全 球 农业 造成 巨大 的 经 济 损失 。 
外 界 环 境 条 件 的 季节 性 变化 往往 不 利于 昆虫 的 生长 
发 育 , 而 滞 育 则 是 棉铃 虫 应 对 外 界 不 利 环 境 条 件 的 
重要 的 策略 之 一 。 昆 虫 滞 育 机 制 的 研究 是 昆虫 学 领 
域 热点 之 一 ,其 研究 方向 已 逐步 转向 滞 育 的 分 子 机 
制 研 究 (Bao and Xu, 2011; Tian and Xu，2013 ) 。 
Wnt/B-catenin 信号 通路 在 昆虫 的 生长 发 育 中 起 重 
要 的 调节 作用 ,是否 也 参与 昆虫 的 滞 育 过 程 ? 该 问 
题 的 解决 有 利于 我 们 进一步 从 分 子 水 平 前 述 清 育 的 
机 制 ,同时 可 以 为 Wnt/B-catenin 信号 通路 在 胚 后 发 
育 中 的 作用 提供 更 多 的 实例 和 证 据 ( Nakamura et 
al.，2007; Shah et al., 2011) ,具有 较 大 的 理论 意义 
和 应 用 价值 。 

在 前 期 研究 中 ,我们 发 现在 清 育 晴 脑 中 , Wnt/ 
B-catenin 信和 号 通路 中 的 上 游 分 子 Wntl 和 B-catenin 
的 表达 均 受 到 下 调 。 作 为 该 信号 通路 的 重要 靶 标 基 
因 ,c-mye 的 表达 情况 如 何 是 我 们 比较 关心 的 话题 。 
以 此 为 出 发 点 ,本 研究 首次 克隆 了 棉铃 虫 的 c-myc 基 
,运用 RT-PCR 方法 调查 了 c-myc 在 滞 育 和 非 滞 育 
晴 脑 中 的 表达 差异 ,进而 制备 了 抗 棉铃 虫 c-Mye 的 多 











































































































剂 盒 .DNA 产物 纯化 试剂 盒 购 自爱 思 进 生物 技术 有 
限 公司 ;Trizol 购 自 Invitrogen 公司 ;Ni-NTA 琢 脂 糖 
柱 填 料 购 自 Qiagen 公司 ;蛋白 Marker HRP 偶 联 的 
羊 抗 免 二 抗 以 及 Western blot 所 用 发 光 液 均 购 自 
Thermo 公司 ; 弗 氏 佐 剂 购 自 Sigma 公司 ;引物 合成 
及 测序 由 潍 捷 基 ( 上海) 贸易 有 限 公 司 完成 。 其 他 
试剂 均 为 分 析 纯 (A. R. ) 。 
1.3 RACE 克隆 序列 分 析 

按照 RACE 试剂 盒 提供 的 步骤 进行 , 简 述 如 下 : 
各 取 1 ng RNA 作为 模板 ,分 别 合 成 5'-RACE cDNA 
库 和 3'-RACE cDNA 库 。 根 据 克隆 到 的 基因 中 间 片 
有 段 设计 基因 特异 性 引物 ,用 基因 特异 性 引物 和 试剂 
盒 中 的 引物 进行 圣 套 PCR。 扩 增 后 的 片段 与 
pMD18-T 载体 连接 、 转 化 ,鉴定 正确 后 测序 分 析 。 
利用 DNAStar 对 测 得 的 序列 进行 分 析 、 预 测 Har- 
Wntl 的 开放 阅读 框 。 
1.4 RT-PCR 

按照 试剂 盒 提 供 的 方法 , 取 20 个 肾 脑 ,加 入 1 
mL Trizol 进行 匀 浆 ,提取 总 RNA。 定 量 后 , 取 1 ug 
RNA 进行 逆转 录 , 合 成 第 一 链 cDNA。myc 基因 RT- 
PCR 检测 引物 序列 为 RACE 所 用 基因 特异 性 引物 















































2 期 陈 ， 伟 等 : 棉铃 虫 转录 因子 c-Myc 基因 在 渍 
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myc3Fl 和 myc5R1( 具 体 序列 见 图 1) , 扩 增 片段 大 
小 为 561 bp。 内 参 RpL32 引物 为 RpL32-F (5 
CCCGTCACATGCTACCCAATGG-3’) 和 RpL32-R 
(5'-CTCGCTCCACGATGGTCTTGC-3') , 扩 增 片段 大 
小 为 146 bp。 首 先 通过 预 实验 确定 扩 增 的 最 佳 循环 
数 ,以 确保 能 如 实 反映 基因 表达 的 丰 度 。 最 后 用 
Imagej 软件 对 电泳 条 带 进行 灰 度 扫描 分 析 , 比 上 
Rp1L32 的 值 作为 c-myc 的 相对 表达 量 。 

1.5 原核 表达 载体 pET32a-c-myc 的 构建 

根据 克隆 的 Har-c-myc 的 cDNA 序列 ,设计 引 
物 ,两 端 分 别 含 有 BamHI 和 现 zd 亚 酶 切 位 点 , 扩 增 
一 段 编码 152 个 氨基 酸 残 基 的 序列 。 正 向 引物 序列 
为 : 5'-AACGGATCCTGTATGTGGGCAGGCTCTTG- 
3 和 ; 反 向 引物 序列 为 :5'-TTCAAGCTTCGTGATGGCG 
GTCTCCACAG-3' ,其 中 下 划 线 表示 酶 切 位 点 。 扩 增 
所 得 的 目的 片段 和 pET32a 载体 用 BamHl 和 Hind 
五 进行 双 酶 切 , 连接 后 转化 大 肠 杆菌 DH5a。 挑 选 
克隆 ,经 菌落 PCR 鉴定 正确 后 送 交 测序 验证 。 

1.6 ”Har-c-Myc 部 分 肽 段 的 原核 表达 及 纯化 

小 规模 诱导 表达 :将 pPET32a-c-myc 转化 大 肠 杆 
BL21( DE3) ,挑选 单 菌落 过 夜 培养 后 转 接 至 新 的 
LB 培养 液 中 ,37% 培养 至 0Dum 约 0.6 时 加 入 终 浓 
度 为 1 mmolLL 的 IPTG,25% 培养 4h 后 测 ODeom 的 
值 , 取 160/0Dow pL 菌 液 , 离心 收集 细菌 。SDS- 
PAGE 检测 重组 蛋白 是 否 表达 。 

小 规模 诱导 表达 成 功 后 , 按 同 样 的 条 件 进 行 大 
规模 诱导 ,总 菌 液 量 为 1 L。 离 心 收集 细菌 ,用 结合 
Buffer( 20 mmol/L NasPO,, 500 mmol/L NaCl, pH 
7.8) 重 巧 细菌 。 超 声 破碎 (超声 2 s, 停 2 s, 总 共 45 
min) ,离心 后 取 10 pL 上 清 , 挑 取 少 许 包涵 体 进 行 电 
泳 ,确定 融合 蛋白 是 否 可 溶 表 达 。 重 组 蛋白 镍 柱 上 
样 后 ,咪唑 浓度 梯度 洗 脱 , 收 集 洗 脱 液 , 进行 SDS- 
PAGE 检测 。 

1.7 多 克隆 抗体 的 制备 

纯化 的 重组 蛋白 免疫 新 西 兰 免 , 制 备 多 克隆 抗 
体 。 用 1 mg 纯化 蛋白 与 等 体积 的 弗 氏 完全 佐 剂 ( 首 
次 免疫 ) 或 弗 氏 不 完全 佐 剂 (加 强人 免疫 ) 混 匀 , 充 分 
乳化 后 皮下 多 点 注射 。4 次 免疫 后 收集 血清 。 

1.8 ELISA 检测 抗体 效 价 

在 96 孔 板 的 每 孔 加 入 2 pmol 纯化 的 蛋白 ,4% 
包 被 过 夜 。 弃 去 包 被 液 , 用 PBST(PBS 中 加 入 0.5% 
的 Tween-20) 洗 板 。2% 脱脂 奶粉 室温 封闭 1 h 后 依 
次 加 入 一 定 比 例 稀 释 的 一 抗 和 1: 3 000 (vAv) 稀释 
的 二 抗 。PBST 洗 板 后 加 入 DAB 显 色 液 ,室温 避 光 






















































































显 色 , 约 5 ~10 min 后 HSO4 终止 反应 。 
1.9 Western blot 检测 

电泳 结束 后 ,将 凝 胶 与 PVDF 膜 在 转 膜 Buffer 
(25 mmol/L Tris ,192 mmol/L 甘氨酸 ,20% 甲醇 ) 中 
浸泡 15 min。 转 膜 (100 V ,60 min) 后 用 5% 脱脂 奶 
粉 ( 溶 于 PBST 中 ) 室 温 封闭 1h。 一 抗 1: 3 000(v/ 
v) 室 温 孵 育 1 bh,PBST 洗 膜 4 次 (每 次 5 min) ;二 抗 
1:3 000( wv) 室温 铸 育 , 洗 膜 后 ECL 淋 洗 ,在 暗房 
显影 曝光 。 
1.10 数据 统计 

RT-PCR 的 结果 用 ImageJ 软件 进行 光 密度 分 
析 ,3 次 重复 实验 的 数据 用 SPSS 软件 ,采用 独立 样 
本 了 检验 进行 分 析 比 较 滞 育 和 非 滞 育 师 脑 中 的 
差异 。 























2 结果 


2.1 棉铃 虫 c-myc 基因 的 克隆 与 氨基 酸 序 列 分 析 

根据 近 缘 物种 家 看 Bombyx mori 和 帝王 蝶 
Danaus plexippus 的 c-myc 基因 序列 ,设计 简 并 引物 ， 
获取 了 棉铃 虫 c-myc 基因 的 中 间 片 段 , 约 500 bp( 图 
1) 。 中 间 片 段 测序 后 经 BLAST 比较 ,发 现 与 家 看 和 
帝王 蝶 的 c-myc 基因 有 很 高 的 同 源 性 ,因此 ,我 们 成 
功 获 取 了 棉铃 虫 c-myc 的 中 间 片 段 。 

根据 中 间 片 段 的 序列 ,设计 3” RACE 基因 特异 
性 引物 myc3F1 和 myc3F2 以 及 5' RACE 基因 特异 
性 引物 myc5R1 和 myc5R2( 图 2)。 按 照 1.3 节 的 方 
法 ,从 棉铃 虫 脑 中 克隆 到 了 棉铃 虫 的 c-myc 基因 ( 命 
名 为 Har-c-myc ,序列 已 提交 NCBI,GenBank 登录 号 
为 KJ206239)。Har-c-myc 全 长 2 173 bp ,其 中 开放 
阅读 框 长 1 104 bp ,编码 一 个 367aa 的 和 蛋白质。 将 
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图 1 Har-c-myc 基因 中 间 片 段 电泳 
Fig. 1 Analysis of PCR product of Har-c-myc amplified 





with the degenerated primers 


1: PCR 产物 PCR product; M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA marker. 
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1896 
2014 
2132 


起 始 密码 子 和 终止 密码 子 用 粗 体 标示 ;箭头 表示 RACE 所 月 


ATGGGGAGTCOGTGTCCACGGCGCCCATCGAATCGCACGCGCGGCTCTCCTTAGAACCGGCCGGCTCCCOGAATAATGTITCAGTGTTTGACAAACTCAATCOGGAGGTCTCGGAR 
GAAGTATOGTATTTAATAATTTACACTGTATAACCGATCGCATATTCTCAGTGAGTGTTAGTGTGTACGGAAAAAAACTTTGTCGAAGATTCTGAAGAATCTTGTGTAAAATTGACGC 
TECTAATACACCCCCDECECCCCEATTCCCTTTTECCACAAAACTTTTTCACTCCCTECCCTTCTACCCATCOCCECECCATCTTCCCTETECATAACACCCTCCTETCATATCCADCCACTTCC 

ACTTAGCTTTAAAACTAGTTAGTCTTTAGGTATATAGAATTAAAATG CCE CCA COG TIC GAC TOG TTC GIT CAG TTC GAC ATG TEG GAA GCC CIG GAT GAG 
是 
GAT TCC TTG AGG TTG ACE CAA ACE TCC GAA TIT TGG ACT CAA GIT CAA TAC GAA GCA GAT AGA TTG GAT CTA GIC CCT CCC CCC AAC TIT 
0 
TCE GAC COG TTIG CAG GAC AGT GAT GAA GAC TGG AGG ATA ATG GAC ACA CCA GAG GAA CCA CAC AAB GAT BAC ATA GTA CAC CAT GAT TGT 
+ 2 "0 + 0 0 .Wt a ek :0 : 0 
tmyc3F1 
ATG TEG GCA CEC TCT TET ECT GAT TCA CTC CAT CCA GEC AAC ACA TIT CIC CCG ATT GAT CCA ACC ACT ACA CCC ACA ACA CCC GEA CAG 
了 
myc3F2 
AGT TTG CIT CEC CEA GAC ATT TCA CCA TCA AGA CCE GAA ACT CCA CCA TCA ATA GAT GEC GAT GA CCA CCA 磺 TITC CET CAT TCT CTC 
人 
GAC GTIT GCT GET ACT GCT CTC CEC CTC CTG AGA GAC ACC GCC GOG GTA GCA CCC GAC CAT TCT TAC ACA TIG CCC AGE CAG CAC TTG GAC 
区 
tnYCSR2 
AAC CTC GCC GIT CAA ACA CCC TCT 本 TCA TET GAA TCA GAG GAG GAA ATT CAC CTG CTC TCE CTC GCC ACG CAG CAG CCCE TTE CCT ACG 
人 
ACE CAA ACG CAC CIC CEC ACE CAC TCG CTE COS CEC ETE CCE TCA GCG CAG GAG CEC CAE CAC ATC CAG CEC ACT GTE GAG ACC GCC ATC 
区 
ACE CCE CEC TOG CCE CEC COE GTE CCC ACE AAB CEC CTE GTA COG CCE CCC AGC ATA CCE CCC GOCE TCA CEC CEC CEC GCT CEC GIG CCC 
人 
tnye3R1 
EEC CEC CET GGA CEC CEC 二 BAC ACC GAC ACT GAC TCC GEG ECC GAG TCE CCC GAG ATA GAA CEC CCC TCC ATA CAC GAC CAC ATG GAG 
本 
AGA CTC CEG CEC ATC CET CTC AMA AAC CTC TIT GAC GAG CTC AMA AAG CAA ATC COG CCC ACA CEA GAC ACE GAA CEC GCA OCT AAA GTG 
RE LL RR RR 1 € LL EK HW LL F Bp E LL KK 区 FE J SN sk i SE EE We eh A 
GTIC ATA CTG AGA GAA CCT GCC CCE CTC TEC AGA AMG CTT ABC CAA GAA GAC CTC GAG AGG GAA AAG CTA AAG AAG AAA CAA CAC CAA CTT 
醒 二 -了 二 
CIC ACG AAG TIG AAA AAC CTC CEC ACE ATC CTIE TCE CCE CEC TAC CEC TCE TAC TGAGCGCCTCECACTACCTGACTGGTAATCGATTITGTICOGACCGAG 
0 
GAACTATGGAGTCTACTCGACTGGACACTTATGGACTGGTAACTTTITTATGTAAGTCGCTTCTGAACGCTCTAGTGAACGTTAGAACCGTTTATTCAAGACGCGGTGGCGCAGTGAAG 
COCCCGTCCGCCGCTTTGATTGCAAAATTTTAAGCGATGTCTTCAGTCGAGTCGGCAGTCGGGAGTTTIGTTATATTTCAATGAMAATTCAGCTITTACGGCTTACTCTGCTTCTGGCA 
GTGTCTCOGAGAGCAATATAGTTATGAAMACAATAACCGCAGGTTTGTTTTGCTCAAAACGATATTITGCAGTGCCAAAGTGAGCCATAAAACTGTTGTTAACGACAAATCCTTGGTCTT 
CAGTAAAATATCTTAATAGTTACAGACTGCTTAATCTCTAGAGGATCCCCGEGGTACCGAGCTCGAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGETTITCCTGTGTGAAATTGITATCCGECTCACA 
ATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGETGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTECGTTGCGECTCACTGECCCGCTITCCAGTCGGGAAACCTET 
CETGCCAGCTGCATAAAAMAAABAARAARAANAANRSAAAAAR 


图 2 Har-c-myc cDNA 及 推测 的 氨基 酸 序列 


Fig. 2 cDNA sequences and the deduced amino acid sequences of Har-c-myc 
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720 
109 


B10 


900 
169 


5390 
199 
1080 


1170 


1260 


1350 
319 
1440 


1541 


1659 
1777 
1895 
2013 
2131 
2173 


目的 基因 特异 性 引物 ; 粗 体 并 用 下 划 线 标 出 的 氨基 酸 序列 表示 预测 的 bHLH 结构 域 。 


The translation start and stop codons are indicated in bold, the specific primers for RACE are showed with arrows, and the predicted bHLH ( basic helix- 


loop-helix) domain is in bold and underlined. 


Har-c-Mye 蛋白 序列 提交 在 线 网 站 ExPASy ( http:// 
prosite. expasy. org/) 进行 预测 ,发 现在 其 羧基 端 含 
有 1 个 bHLH ( 碱 性 螺旋 - 环 -螺旋 ) 结构 域 (图 2)， 
这 与 已 报道 的 其 他 物种 的 c-Myc 蛋白 相似 。 

2.2” 滞 育 和 非 灌 育 师 脑 中 Har-c-myc 的 相对 表达 


量 分 析 


运用 RT-PCR 从 核酸 水 平 比 较 化 晴 10 d 后 沸 
育 和 非 清 育 师 脑 中 Har-c-mye 的 表达 水 平 。 结 果 如 





一 条 明显 的 条 带 ( 图 4: A) ,因此 诱导 表达 的 部 分 c- 
Myc 肽 段 序列 约 17 kD ,与 理论 预测 值 16.4 kD 基本 
符合 ,这 说 明 构 建 的 原核 表达 载体 表达 成 功 。 

重组 蛋白 主要 在 上 清 表达 ,因此 将 上 清 过 镍 柱 
进行 纯化 ,先后 用 20,50,100,300 和 1 000 mmol/L 


浓度 的 咪唑 进行 梯度 洗 脱 。 电 泳 结 果 显 示 在 300 和 





1 000 mmolXL 咪唑 洗 脱 液 中 重组 蛋白 重 白 较 纯 ( 图 





图 3 所 示 ,Har-c-myc 在 清 育 和 非 沾 育 师 脑 中 均 有 表 ” 洗 脱 液 浓 缩 后 进行 后 续 实验 。 


达 , 但 表达 量 有 较 大 的 差异 , 滞 育 师 脑 中 Har-c-myc 
明显 低 于 非 沾 育 晴 脑 , 而 作为 内 参 对 照 的 好 132 则 


基本 一 致 。 


2.3 Har-c-mye 部 分 肽 段 的 原核 表达 及 纯化 
Har-c-myc 原核 表达 载体 构建 成 功 后 转化 大 肠 





2.4 Har-Wntl 多 克隆 抗体 的 效 价 检测 
4 次 免疫 后 ,ELISA( 酶 联 免疫 吸附 法 ) 测 定 抗 


4: B) ,综合 考虑 浓度 和 纯度 因素 ,选取 300 mmol/L 


体 的 效 价 。 如 图 5 所 示 ,2 pmol 的 抗原 与 1: 125 000 





杆菌 BL21 (DE3 )。 转 化 子 经 1 mmol/L 的 IPTG 在 色 反 应 。 


20%C 诱 导 3 h 后 ,在 约 37 kD 处 有 一 条 明显 的 蛋白 
条 带 ,未 加 IPTG 诱导 的 转化 阔 则 无 该 条 带 ,而 未 插 
入 Wntl 部 分 序列 的 空 载 体 转化 菌 则 在 20 kD 处 有 





2.5 Har-c-Myc 抗体 的 Western blot 分 析 
制备 抗体 后 ,我 们 用 Western blot 的 方法 检测 了 
棉铃 虫 师 脑 中 的 c-Myc 和 蛋白 表达 情况 。 取 化 师 10 d 





稀释 的 抗体 孵育 后 呈现 出 肉眼 可 见 的 颜色 反应 。 而 
1: 1 000 稀释 的 免疫 前 血清 及 PBST 对 照 则 无 此 颜 
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图 


3 ”RT-PCR 检测 Har-c-mye 在 棉铃 虫 灌 育 和 非 滞 育 肾 脑 中 的 表达 变化 


Fig. 3 Expression levels of Har-c-myc in the brain of the diapause and non-diapause pupae of Helicoverpa armigera 


A: RT-PCR 检测 沾 育 和 非 灌 育 由 


diapause pupae which have pupated for 10 d; NP : 化 晴 后 10 d 的 非 滞 育 晴 脑 Brain of non-diapause pu 








复 实 验 的 灰 度 扫描 分 析 结 果 ,数据 为 平均 值 + 标准 





子 量 标准 物 DNA marker. B: A 图 3 次 


脑 中 Har-c-myc 表达 量 Har-c-myc mRNA levels determined by RT-PCR. DPjo : 化 师 后 10 d 的 滞 育 师 脑 Brain of 


ae which have pupated for 10 d; M: DNA 分 
目 独立 样本 7 了 检验 分 别 比较 Har-c-myc 在 不 





差 。 运 月 





同 天 数 的 差异 情况 ,RpL32 作为 内 参 对 照 ;双星 号 表示 极 显 著 差 异 (P <0.01)。The Har-c-myc bands in figure A (three replicates) were quantified 


using Image] software and normalized to the levels of Har-RpL32. Each point represents the mean 


indicate extremely significant difference at the 0. 01 level determined by the independent t-test. 








图 4 ”Har-c-Myc 部 分 片段 的 原核 表达 ( A) 和 
Fig. 4 Prokaryotic expression ( A) and purification (B) of p 
A: Har-c-myc 的 原核 表达 ,在 20C 诱 导 ,IPTG 终 浓度 为 1 mmol/L ,箭头 表示 诱导 蝇 


已 


:可 











+ SD of three independent replicates. Double asterisks 


纯化 (B) 


artial Har-c-Myc protein 


的 重组 蛋白 Prokaryotic expression of Har-c-myc. Escherichia coli 


BL21 (DE3) cells were induced with IPTG (1 mmol/L) at 20°C. The arrow indicates the induced recombinant protein. 1: 空 载体 pET32a 转化 BL21 
(DE3) ,IPTG 诱导 E.coli BL21 (DE3) transfected with pET32a and induced with IPTG; 2: 重组 载体 转化 BL21( DE3) ,未 加 IPTG 诱导 E. coli BL21 





(DE3) cells transfected with recombinant plasmid not induced with IPTG ; 3: 


recombinant Har-c-Myc protein. 1: 纯化 前 上 清 Supernatant after ultrasonication; 2: 过 柱 后 流 昌 
agarose column; 3 -8: 分 别 为 20, 50, 100, 150, 300 和 1 000 mmolL 咪唑 过 柱 后 的 洗 脱 液 El 
300 and 1 000 mmol/L imidazole ,respectively. 箭头 表示 重组 Har-c-Myc。The arrow indicates th 








组 载体 转化 BL21( DE3) ,加 IPTG 诱 
transfected with recombinant plasmid induced with IPTG; M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 物 Protein marker. B: Har-c-Myc 


ES 


3 


coli BI21 (DE3) cells 
组 蛋白 的 纯化 Purification of the 


H 液 Elute of supernatant after incubation with Ni-NTA 





是 








utes after column chromatography of 20, 50, 100, 150, 


e purified recombinant protein. 
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图 5 Har-c-Myc 


Har-c-Myc 抗 体 
anti-Har-c-Myc antibody 


0 


Ra 


分 
~ ~ 





抗体 效 价 检测 


Fig. 5 Titer of anti-Har-c-Myc antibody detected by ELISA 
PBST 和 免疫 前 血清 为 阴性 对 照 ,分 别 用 PBST 和 1: 1 000 稀释 的 免疫 前 血清 与 抗原 孵育 后 显 色 ;1: 1 000 等 数字 表示 Har-c-Myc 抗 血清 不 同比 
例 稀释 后 与 抗原 及 育 后 显 色 的 结果 。Different dilution ratios of anti-Har-c-Myc antibody were incubated with 2 pmol purified recombinant Har-c-Myc 











protein. PBST and 1: 1 000 diluted pre-immune serum as the control samples. 


后 的 清 育 是 脑 ,提取 蛋白 ,上 样 60 ng 进行 检测 。 绪 
果 在 约 45 kD 处 出 现 一 条 明显 的 条 带 , 其 大 小 与 预 
期 基本 一 致 ,同时 整个 背景 清晰 ,基本 无 杂 带 。 说 明 
我 们 制备 的 抗体 有 较 好 的 特异 性 ( 图 6)。 

kD 


100 


70 
50 


40 


35 





23 


图 6 棉铃 虫 滞 育 肾 脑 中 Har-c-Myc 蛋白 的 Western blot 检测 
Fig. 6 Western blotting of Har-c-Myc in the brain of 








diapause pupae of Helicoverpa armigera 
上 样 60 pg 滞 育 师 脑 蛋白 进行 Western blot 检测 ,一 抗 1:2 000 (vv) 
稀释 ,二 抗 1:3 000 (vwv) 稀 释 。A sample of 60 Hg proteins from brains 
of diapause pupae was separated and detected with Har-c-Myc antibody. 
The primary antibody and the secondary antibody were diluted to 1:2 000 
and 1:3 000 (v/v), respectively. 


3 讨论 





Wnt/B-catenin 通路 是 一 条 重要 的 且 与 发 育 相 
关 的 信号 通路 ,虽然 该 通路 在 滞 育 中 的 研究 未 见 系 
统 报 道 ,但 有 证 据 表明 Wnt/B-catenin 或 许 在 滞 育 过 
程 中 起 到 了 一 定 的 作用 。 首 先 , Wnt/B-catenin 通路 
中 的 关键 作用 分 子 GSK-3B 的 磷酸 化 水 平 在 家 蛋清 


育 卵 和 正常 卵 中 有 明显 的 差异 ,打破 滞 育 也 会 导致 
其 发 生变 化 (Lin et al., 2009) 。 其 次 ,Wnt/B-catenin 
通路 的 关键 作用 因子 B-catenin 可 以 与 转录 因子 
FOXO 相互 作用 而 增强 FOXO 的 转录 活性 ,高 的 氧 
化 压力 能 促进 它们 之 间 的 结合 。FOXO 与 TCF/ALEF 
存在 竞争 关系 ,B-catenin 与 FOXO 结合 会 导致 TCF/ 
LEF 转录 活性 的 降低 ,因此 在 高 氧 压 条 件 下 ,由 于 
FOXO 的 竞争 , Wnt/B-catenin 通路 会 受到 抑制 
( Essers et al., 2005; Almeida et al., 2007; 
Hoogeboom et al., 2008)。 有 趣 的 是 ,本 实验 室 调 查 
了 棉铃 虫 中 滞 育 和 非 清 育 师 脑 中 的 ROS( 活性 氧 家 
族 ) 的 水 平 , 发 现 灌 育 型 晴 脑 中 的 ROS 含量 要 高 于 
非 汪 育 型 晴 脑 , 且 一 直 维 持 在 较 高 的 水 平 ( 鲍 斌 ， 
2011) 。 

鉴于 上 述 原 因 ,我 们 拟定 对 棉铃 虫 晴 脑 中 Wnt/ 
B-catenin 通路 进行 系统 的 调查 。 早 期 的 研究 发 现 ， 
Wnt/B-catenin 通路 中 上 游 因 子 Wntl 和 B-catenin 
在 棉铃 虫 滞 育 肾 脑 中 的 表达 均 有 所 下 调 。 为 了 进 一 
步 确证 Wnt/B-catenin 通路 在 滞 育 过 程 中 的 调控 情 
况 , 本 研究 选 定 该 通路 的 重要 下 游 靶 标 c-Myc 进行 
调查 。 首 先 ,我们 克隆 了 Har-c-myc 基因 ,根据 测序 
结果 推测 的 氨基 酸 序列 具有 典型 的 c-Myc 蛋白 特 
征 :在 羧基 端 含 有 一 个 bHLH ( 碱 性 螺旋 - 环 - 螺 旋 ) 
结构 域 。 由 于 棉铃 虫 在 20Y 饲养 时 ,大 约 化 晴 10 d 
后 进入 滞 育 状态 (Xu et al., 2012) 。 因 此 ,我们 选 定 
化 晴 后 10 d 的 清 育 和 非 滞 育 师 , 运 用 RT-PCR 方法 
从 核酸 水 平 对 比 了 这 两 种 发 育 状态 的 晴 脑 中 Har-c- 
myc 的 表达 情况 。 结 果 与 我 们 的 前 期 工作 吻合 ， 
Har-c-myc 与 Wntl 和 B-catenin 的 表达 趋势 一 致 , 均 
为 清 育 中 下 调 。 据 此 ,我们 推测 淖 育 晴 脑 中 WntB- 
catenin 通路 受到 抑制 。 当 然 , 这 个 结论 尚 需 后 续 的 
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一 系列 实验 做 进一步 证 实 ,因为 影响 c-Myc 表达 的 
因素 较 多 ,影响 其 在 滞 育 中 的 表达 下 调 的 因素 为 何 ? 
是 否 与 Wntl 和 B-catenin 有 关 ? 这 些 我 们 还 不 得 而 
知 。 另 外 ,作为 转录 因子 , Har-c-Myc 通过 调节 哪些 
基因 的 转录 进而 影响 棉铃 虫 的 清 育 ”这些 问 题 的 解 
决 需要 我 们 今后 作 更 进一步 的 工作 。 

此 外 ,成 功 克隆 Har-c-myc 基因 后 ,我 们 构建 
Har-c-myc 的 原核 表达 载体 ,在 20% 1 mmol/L IPTG 
诱导 下 成 功 地 在 大 肠 杆菌 中 表达 了 重组 蛋白 。 经 过 
大 规模 诱导 ,重组 Har-c-Myc 主要 在 上 清 表达 ,将 上 
清 过 钊 柱 纯化 ,在 300 mmoLL 咪唑 洗 脱 下 获得 了 较 
纯 的 重组 蛋白 。 纯 化 后 免疫 新 西 兰 兔 ,制备 了 抗 
Har-c-Myc 的 多 克隆 抗体 , 效 价 高 达 1: 125 000。 
Western blot 结果 表明 该 抗体 的 特异 性 较 好 。 

综 上 所 述 , 本 研究 通过 RACE 的 方法 获得 了 棉 
铃 虫 c-myc 基因 的 cDNA 序列 ,从 核酸 水 平 同时 调 
查 了 Har-c-myc 在 清 育 和 非 清 育 晴 脑 的 表达 情况 。 
同时 还 构建 了 其 原核 表达 质粒 ,进行 了 原核 表达 、 纯 
化 ,并 制备 了 抗体 。 本 研究 的 结果 为 进一步 深入 调 
查 Wnt/B-catenin 信号 通路 在 棉铃 虫 滞 育 过 程 的 作 
用 及 其 调控 奠定 了 基础 。 
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